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論　文　の　内　容　の　要　旨
　DNAや RNAが抗体と同じように標的分子に特異的に結合し相互作用することが相次いで報告されてい
る。こうした核酸はアプタマーと呼ばれている。現在までに，単純なイオンから細胞までの多様な標的分子
に対して高い特異性と親和性を持つアプタマーが単離されている。アプタマーの選択法の最も重要な点は，
ヌクレオチド・ライブラリーから標的分子と結合する配列をいかに効率良くかつ迅速に選択するかというこ
とである。アプタマー選択法としてはアフィニティークロマトグラフィー，メンブレンフィルター，キャピ
ラリー電気泳動法等が利用されているが，多くの時間と労力が必要とされるため，効率的なアプタマー選択
法の確立が求められていた。
　御園氏は既存のアプタマー選択法に代わる手法として，Biacoreを用いたアプタマー選択システムの構築
を計画した。御園氏は Biacoreを用いたアプタマー選択の効率と有用性を検討するために，次のような特殊
な RNAライブラリーを作成した。A型ヒトインフルエンザウィルスの表面タンパク質ヘマグルチニン（HA）
に特異的に結合する RNAアプタマー（PN30-10-16）にランダムな配列置換を導入した doped RNAライブ
ラリーを作成したのである。doped RNAライブラリーは，PN30-10-16アプタマーの 23塩基からなるラン
ダム領域に，変異が導入された約 1013種類の RNAから構成されている。この doped RNAライブラリーに
含まれる RNAは配列の重複は少ないが，ほとんどの RNA配列は極めて類似している。したがって，doped 
RNAライブラリーの中からさらに親和性の高い配列を選別するためには，より精密な選択法が要求される
のである。
　御園氏は Biacoreを用いて doped RNAライブラリーから HAに結合する高親和性 RNAアプタマーの選択
を行うために，以下のような工夫を行った。選択の第 1，第 2サイクルでは多量の RNAを注入することに
より RNA同士を競合させて，親和性の弱い大部分の RNAの除去に成功した。さらに第 3サイクル以降で
は，比較的親和性の弱い RNAを除くことによって高い親和性を持つ RNAの濃縮を進めた。その結果，御
園氏は Biacoreを用いたアプタマー選択法には従来の方法と比較して次のような利点があることを明らかに
した。すなわち，親和性の高い RNAが選択されていく様子がモニター上で確認できること，たった 2回の
サイクルで充分な親和性を持つ RNAアプタマーが得られること，1サイクルにかかった時間は約 7時間で
あり大幅な時間短縮を可能にしたこと，使用する標的分子の量は従来の方法より少量で済み，チップに固定
化した標的分子の反復使用を可能にしたことなどである。以上のことから，Biacoreを用いたアプタマーの
選択法は非常に効率が良く，有用な手法であることが証明された。さらに 5回のセレクションサイクルの後
に得られた RNAの配列には，5’-GUCGNC（N）4−5GUA-3’（Nは任意の塩基）という共通のモチーフが存在し，
このモチーフが HAとアプタマーの結合に重要であることも明らかにした。
審　査　の　結　果　の　要　旨
　本論文で，御園氏は RNAアプタマーの選択法として Biacoreを用いた方法を確立した。従来の RNAアプ
タマー選択法と比較して Biacoreを用いた方法は格段に効率的であり，今後はアプタマー選択に広く利用さ
れるものと期待される。RNAアプタマーは非常に高い特異性と親和性を持ち，同じような性質をもつ抗体
と比べると，分子が安定であること，標的分子が多岐にわたっていること，作製に費用がかからないことな
どの利点がある。そのため，RNAアプタマーは新規の分子認識素子として，応用研究が盛んに行われている。
しかしながら，アプタマーの選択には多大な時間と労力がかかることが唯一の難点であった。御園氏の研究
成果は RNAアプタマーの選択過程の効率化を実現するものであり，RNAアプタマーのさらなる応用研究に
道を開くものである。したがって，本研究は非常に価値あるものと結論できる。
　よって，著者は博士（理学）の学位を受けるに十分な資格を有するものと認める。
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